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EPRで ヘ ムタンパ ク質 の何 をみ るか?'
一活性部位 の電子状態 と構造 機 能 との相 関「
は じめ に=
タンパ ク質は構 造変化 を伴 って機能 を調節 して、それぞれ
固有 の活性 を発揮 してい る。 ヘム タ ンパ ク質*に おけ る酸
化 ・還:元状態の認識、基質の認識、電子供与体結合の認識 、
配位子結合 に伴 う構造変化 は活性 中心 であるヘムの電子状態
とこれ を取 り巻 くミクロ分子環境 の変化 として捉 えられる。
ヘム(図1)の 電子状態の変化か ら逆に タンパ ク質の構造変
化 に関する情報が得 られ る。従 って、ヘムタンパク質の機 能
と構造 を理解す る為 には、活性中心であるヘムの電子状態に
関する知見が重要 となる。その様 な知見 を得る測定手段の一
つ として電子ス ピン共鳴(EPR)法 がある。固有の信号 を与
えるので未精製試料で も非破壊的に試料 中に含 まれる常磁 性
分子種の区別、同定、定量が可能になる。 しか し、ヘム鉄 の
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図1代 表 的 な プ ロ トヘ ムIXの 構 造 。
上 下 よ り第5、6軸 配 位 子 が 配 位
す る。
緩和 時間が短いため、室温 でのEPR観 測 は難 しい。そのため、極低温 での測定が一般 に行 われて
いる。
本稿では、不対電子 を持 つ常磁性ヘム鉄 をプローブ としてヘ ムタンパ ク質のある特定部位 を丁寧
に調べ、構造 と機能 との相関を研究す る上 で重要 な研究法のひ とつである 「ヘム タンパク質のEPR」
について紹介する。
1)酸 化 型 ヘ ム タ ン パ ク質 のEPR=
Fe3+(3d`)高 ス ピン状態(ス ピン量子数S=5/2)の 場合、軸対 称 なヘ ムで は9⊥=6(磁 場//
ヘム面内)と91F2(ヘ ム面垂直)に 典型的な軸対称EPRを 示す(図2A)。 軸配位子 とヘム鉄
の結合状態、配位環境 が変化す る とヘムの対称性が低下 して9⊥=6吸 収 が分裂す る(図2B)。
この異方性吸収か らヘムの環境変化が議論で きる。高磁場 、高周波数EPRを 用 いればFe3+高 ス ピ
ン状態 における零磁場分裂 に関する詳細 な情報が得 られる。一方、低ス ピン状態(S=1/2)を と
*こ の印の付いている語は、後 に 「用語説明」があ ります。
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図2酸 化 型 ヘ ム タ ンパ ク 質 のEPRス ペ ク トル 。(A)軸 対 称 な酸 化
型 高 界 ピ ンヘ ム タ ンパ ク質 のEPR(B)ヘ ム面 内 の 異 方 性 を
示 す 酸 化 型 高 ス ピ ンヘ ム タ ンパ ク 質 のEPR(C)酸 化 型 低 ス
ピ ンヘ ム タ ンパ ク質 のEPR(測 定 温 度 は い ず れ も15K)。
る場 合 、9=2を 中心 に9、>9,>
9,の3本 の異 方性 吸 収 が見 られ る
(図2C)。9値 の異 方性(△9≡
9,一9。)が 大 き くな る とヘ ム の対
称 性 が良 くな るの で、9値 の シ フ ト
か らヘ ムの対 称性 、 軸 配位子 のヘ ム
面 に対 す る傾 きが議 論 で き る[1]。更
に、9値 の解 析 よ り軸 配位子 の種類
が推 定 で きる。
2)還 元 型 ヘ ム タ ン パ ク質 の
EPR:
還 元 型 ヘ ム タ ンパ ク質 のFe2+
(3d6)高 ス ピン状態(S=2)は 常
磁性であるが、整数ス ピン系であるためクラマースニ重項 を持 たないので通常の測定法 での測定が
難 しい。零磁場分裂の大 きさによっては理論 的にEPR測 定 は可能で ある。.Fe2+高 ス ピンの還元型
デオキシミオグロビン(Mb)の10GHz帯EPR測 定で零磁場近傍…に幅広い吸収が報告 されている[2]。
最:近、筆者 らもこのEPR吸 収の観測 にようや く成功 した。 しか し、 この信号 の理論 的な解釈 は未
だに確定 していない。
3)EPR不 活 性 種 をEPR活 性 化
す る:
低ス ピン状 態(S=0)の 還元型ヘム タ
ンパ ク質 はEPR不 活性で あるが、常磁性
(S=1/2)で ある一酸化窒素(NO)が 結
合 す る とEPR活 性 とな り9=2付 近 に
NO一 ヘ ム特有の吸収 を示す。 この吸収 の
解析 よ り還元型ヘ ム鉄 の配位構造(5配 位
構 造、6配 位構造 か)、 第5配 位子 の核 ス
ピンとの相互作用 による超微細分裂(hfs)
図3
の解析 よ り軸配位子の種類、配位子(NO)
,の周辺環:境(極 性、立体障害)の 情報が得
られる(図3)。
一 方、酸化型 ヘム タ ンパ ク質はEPR活
性 であ るが、S=1/2の 電子 ス ピンを持 つ
NOが 配位する とEPR不 活性 となる。 この
A)HbNO
B)HbNO+IHP
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NOが 結 合 した 還 元 型 今 モ グ ロ ビ ン(Hb)のEPRス ペ
ク トル 。Hb(2つ の α鎖 と2つ の β鎖 か ら な る4量
体 で4個 の ヘ ム を持 つ)が 酸 素 親 和 性 の 高 い 構 造 を と
る とNO一 ヘ ム は6配 位 構 造 のEPRを 示 す(A)。IHP
(イ ノ シ トー ル 六 リ ン酸)を 加 え る とHbは 酸 素 親 和
性 の 低 い構 造 を と る 。 こ の と き α鎖 のNO一 ヘ ム は5配
位 構i造の14Nに よる3本 線 のhfsを もつEPRス ペ ク トル
を 示 す(B)。 鉄 に配 位 して い た ヒ ス チ ジ ンの 側 鎖 との
結 合 が 切 れ た事 が 判 る 。
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EPR不 活性種 を極低温で光照射す ると、
光解離 したNOが ヘ ム遠位空 間内 に捕捉
され、ヘム鉄(S=5/2)一NO(S=1/2)
ス ピン系 の特異 なEPR吸 収 を示 す。ヘ
ム空間のアミノ酸側鎖が立体 障害 にな り
NOの 解離 が抑 え られる と、ス ピン交換
相互作用 による特異 な吸収 を示す。一方、
立体障害が少 ない と解離NOは ヘム遠位
空 間内でヘム鉄 よ りかな り離れた位置 に
移動 で き、磁気 双極子 相互作 用 に よる
EPR吸 収 を示す(図4)。 これ らのEPR
吸収は光解離 したNO分 子 とヘム鉄 間の
距離、ヘム周辺のア ミノ酸残基の立体構
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図4NO結 合 ・酸化型ヘムタンパク質の光解離中間体分子種の
EPRス ペ ク トル。ヘム空間が狭 く立体障害がある場合(右
上のスペク トル)。立体障害が少ない広いヘム空間を持つ
ヘムタンパ ク質の場合(右 下のスペク トル)。(光 照射、
測定温度は5K)
造 を反 映す るの で、 ア ミノ酸 置換 した変異 体 ヘ ム タ ンパ ク質 を使 っ てヘ ム空 間 の構造 、.配 位 子 の解
離 ・会 合 の動 的解 析 と関連付 け た詳細 な議 論 が 出来 る[3コ。 同様 なS=5/2-S=1/2ス ピン交 換相 互
作 用 を示 す 特 異 なEPR吸 収 は呼 吸鎖 末 端 酸 化 酵 素 の酸 化 型 酵素 のヘ ム鉄(S=5/2)一 銅(S=1/2)
複核 中心(Sノ=2状 態)に も観 測 されて い る。
4)タ ンパ ク 分 子 は構 造 変 化 して そ の 機 能 を調 節 す る:
EPRは タンパ ク質分子の ある特定部位 の局所局所 を丁寧 に調べ る分光法の一つである。活性部
位のEPR信 号変化(ミ クロ分子環境 の変化)か ら基質や配位子結合 ・解離の認識、複合体形成の
認識、その情報伝達 の道筋 を探 る事が出来 る。鉄 イオ ウタンパ ク質一P450複合体の協 同的構造変化
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図5還 元 型P450cam・Pdx複 合 体 中 のPdxのEPRス ペ ク
トル 変 化 。(A)ヘ ム 鉄 に 一 酸 化 炭 素(CO)が 非 結 合
の場 合 、(B)ヘ ム鉄 にCOが 結 合 の 場 合(測 定 温 度 は
77K)
の例 を示す。一原子酸素添加酵素系の反応
でP450cam*へ の直接の電子伝達 は電子供
与体鉄イオウタンパ ク質(非 ヘムタンパ ク
質)で あるプチ ダレ ドキシン(Pdx)に よっ
て な され る。 この電子 伝達 反応 において
PdxはP450camと1:1の 複 合体 を形 成
す る。基 質 の結合 した酸化 型P450cam単
独 ではEPR活 性で高ス ピン型EPRを 示す
が、酸化 型Pdx(EPR不 活性)と1:1
複合 体が形成 され る と酸化 型P450camは
低ス ピン型 に変化する。複合体形成 による
ヘ ム近傍の配位構造 の変化 を示 している。
一方、還元型Pdx(EPR活 性)と 還元 型
P450cam(EPR不 活 性)と の 複 合 体 で
一9
P450camの 還 元 型 ヘ ム鉄 に配 位 子(CO、0、 、NO)が 配位 す る と還元 型PdxのEPRス ペ ク トルが
変化 す る(図5)。P450camの ヘ ム鉄 に配位 子 が結 合 した事 に よ る構 造 変化 がP450分 子 内部 か ら
表面 に及 び、複 合 体 の相 手Pdxに 伝 わ った結 果 と考 えて い る[41。複 合 体 中 のPdxの 電子 ・核 二 重
共鳴(ENDOR)測 定 も行 ってい る。
5)反 応中間体の検 出
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図6高 速混合凍結装置。2つ のシリンジ内の反応液(A、
B)を ピス トン(矢 印P)で 押 して混合版 に導 き、
細いノズル内(径50～60ミ クロン)で 混合 し、液体
窒素で冷や した回転冷却板に吹 き付 けて凍結 させる。
液体窒素中のフレーク状になった凍結試料 を液体窒
素 中でEPR試 料 管に詰め、酸素 を除去 した後EPR
測定す る。混合凍結速度はピス トンの速度、混合版
一回転冷却版の距離で調節できる。
生体内で起 こる化学反応の多 くは、活性 中
心 に金属 を持 つ金 属酵 素 に よって触媒 され
る。反応 サイクルに於 ける短寿命不安定中間
体である様 々なラジカル分子種、高酸化状態
のヘム鉄 を捕捉 し、 これ らの活性中心の電子
状態 をEPR法 で研 究す るこ とで酵素の持つ
高効率で選捌 生の高い反応のメカニズムが理
解で きる。生体化学反応 は酵素 と基質を混合
す ることで開始 される。反応 中間体 を安定に
捕捉 し、そのEPRス ペ ク トル測定の ために
は、短時間内に酵素 と基質 を混合 し、さらに
反応 を止めるために迅速に凍結す る必要があ
る。 しか し、生体反応初期 における短寿命の
反応中間体の電子状態 を実験的に検出す る技
術が乏 しい。従来の高速混合 ・凍結装置では
ミリ秒以内の高速生体反応 の測定 は全 くで き
ない。共同研究者 の京都大学工学研究科の高橋聡博:士らによって開発 された高速溶液混合凍結装置
(図6)を 用 いて[5]、溶液の混合凍結時間 を200マ イクロ秒 に短縮 し、 シ トクロム酸化酵素 の反応
中間体 をEPRで 検 出す る事 に成功 した。 この装置は数多 くの金属酵素の反応初期過程 を研究す る
上で不可欠の もの となろう。
本稿 では、EPRで ヘムタ ンパ ク質を研究 している ものの立場 か らヘム鉄 の電子状態でみるタ≧
バ ク質の構造 と機能の相関 について基礎的な実験例 を概説 してみた。タンパ ク質の構造 と機能に関
す る研究、ヘ ムタンパ ク質のEPR測 定 ・解析法 に興味 をもたれるきっかけになれば幸 いである。
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用 語 説 明
*ヘ ムタンパ ク質
ヘムタンパ ク質 とは、鉄 ポルフィリン錯体であるヘム(図1)を 持つ タンパ ク質の総称である。
地球上 に酸素分子が出現する以前はヘム タンパ ク質の機能 は電子伝達 だけであ ったが、酸素の出
現後 は酸素がヘム鉄に配位 して様 々な触媒反応 を受けるようにな り、ヘムタンパ ク質の機能は多
様化 していった と考え られる。
*P450cam
シ トクロムP450は 動物、植物、細菌 を含 めて広 く自然界 に分布 してお り、種 ・々の生理活性脂質、
薬 ・毒物な どを代謝する一群 のヘムタンパ ク質である。分子状酸素 を活性化 して基質に酸素原子
を添加す る反応 を触媒す る。数多 くのP450の なかで、最 も構造 と機能の解析が進んでいるのが
カ ンファー(樟 脳)を 唯一の炭素源 と して生 育す るPs6磁o窺oπ αs%餌 媚 αとい う緑膿菌 の カン
ファー水酸化 に関与す るP450camで ある。
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